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При создании новых лекарственных средств, а также актуализации подходов к оценке качества лекарствен­
ных средств, находящихся в обращении, важным вопросом стандартизации является разработка методов 
контроля качества с применением надежных, точных и чувствительных физико-химических методов, что, 
в свою очередь, обуславливает необходимость создания и использования стандартных образцов. В данной 
статье рассматривается вопрос о разработке надежных методов идентификации структуры азитроми- 
цина, которая позволит гарантировать чистоту стандартного образца, адекватно и однозначно выбрать 
метод количественного определения в соответствии с действующими требованиями нормативных актов, 
а также согласно Фармакопее Российской Федерации XIVИздания.
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In new medicinal products development, as well as actualisation o f assessment approaches o f medicinal products in 
circulation, the development o f quality control procedures remains one o f the most important issues in standardisa­
tion. Besides, such development should include using reliable, accurate and sensitive physicochemical methods which 
determine the need development and implementation o f reference materials. This paper discusses the development 
of reliable methods for identifying the structure o f azithromycin, which will guarantee the purity o f the reference 
material, as well as adequately and unambiguously choose a method o f quantitative determination in accordance 
with the current requirements o f regulatory acts, and according to the Pharmacopoeia o f the Russian Federation o f 
the XIV Edition.
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Введение
В настоящее время при разработке подходов к оцен­
ке качества лекарственных средств предпочтение все 
чаще отдается физико-химическим методам анализа, 
применение которых требует наличия стандартных об­
разцов активной фармацевтической субстанции (АФС), 
интермедиатов, вспомогательных веществ и примесей. 
Кроме того, стандартные образцы должны применять­
ся в смежных научных отраслях, имеющих большое 
практическое значение для фармации. Исследования 
фармакокинетики лекарственных препаратов в фун­
даментальных и прикладных исследованиях, прове­
дение терапевтического мониторинга для дальнейшей 
коррекции фармакотерапии, химико-токсикологиче­
ском анализе для определения дальнейшей детокси- 
кационной терапии и установления факта смерти от то­
го или иного лекарственного препарата. Таким обра­
зом, вопрос создания собственной системы обраще­
ния и контроля за стандартными образцами различного 
уровня на территории Российской Федерации является
актуальным вопросом современной науки и фармацев­
тической промышленности [1-2].
Цель данного исследования -  разработка методи­
ки идентификации образцов субстанций азитромици- 
на при разработке стандартного образца (CO) состава 
азитромицина, который в дальнейшем может приме­
няться для идентификации и количественного опреде­
ления данного лекарственного средства в различных 
лекарственных формах и для других целей. Подходы 
к выбору показателей качества, методикам их опреде­
ления должны подвергаться строгому контролю в со­
ответствии со структурными и физико-химическими 
особенностями и областью применения стандартного 
образца [3-4].
Азитромицин ((2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S, 
^ )-3 ,4 ,1 0 -Т р и ги д р о кс и -1 3 -[(2 ,6 -д и д е з о кс и -3 -С - 
м е ти л -3 -О -м ети л -а  -1_-рибо-гексопиранозил)ок- 
си]-3,5,6,8,10,12,14-гептаметил-11-{[3,4,6-тридезок- 
си-3-(диметиламино)-Р -D -ксило-гексопиранозил]
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окси}-2-этил-1-окса-6-азациклопентадекан-15-он ди­
гидрат) -  представитель группы макролидов, в частнос­
ти, азалидов, и обладает широким спектром противо­
микробного действиях. Требования к качеству любого 
препарата из группы антибиотиков должны оставаться 
на высоком уровне на любом этапе жизненного цикла 
в связи с особенностью данных препаратов в отноше­
нии гепатотоксичности и возможных серьезных побоч­
ных эффектов [5]. Структурная формула исследуемого 
соединения представлена на рис. 1. Молекулярная мас­
са азитромицина -  M = 748.5 [6].
Подходы к разработке стандартных образцов опи­
сываются во многих международных и отечественных 
нормативных документах. Однако все они подразуме­
вают наличие определенных показателей качества для 
готовой продукции, а именно «Подлинность», «Чистота» 
и «Количественное содержание» [7-11].
Одним из важнейших показателей качества стан­
дартных образцов является показатель «подлинность». 
Для его определения традиционно используют метод 
ИК-спектрометрии, но при разработке стандартных об­
разцов лекарственных средств целесообразно исполь­
зовать несколько методов [12-14]. К этим методам, на­
пример, относятся УФ-спектрофотометрия, масс-спек­
трометрия, элементный анализ и ряд других методов, 
сочетание которых гарантирует однозначную характе­
ристику субстанции. Попытка классифицировать стан­
дартные образцы и описать процесс их получения была 
совершена в отчете ISO (ISO/TR10989:2009 Е) и в дей­
ствующей Фармакопеи Российской Федерации XIV 
Издания [8, 16]. Изучив вышеуказанные документы, 
а также серию руководств, опубликованных органи­
зацией ICH (The International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use), занимающейся гармонизацией указаний
и требований регистрации лекарственных средств, ав­
торы сделали акцент на методы ИК-спектрометрии, 
ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии как на обя­
зательные и независимые методы для определения 
структуры полученных образцов [15, 16].
Материалы и методы
Объектами исследования служили образцы суб­
станций азитромицина трех различных опытно-тех­
нологических серий -  серия 1, серия 2, серия 3, пос­
ле проведения входного контроля согласно действую­
щей нормативной документации на АФС для разработ­
ки стандартных образцов.
Инфракрасный спектр азитромицина (рис. 2) снима­
ли в диске калия бромида (1-2 мг субстанции в 300 мг 
калия бромида) в области от 4000 до 400 см-1 c исполь­
зованием ИК-Фурье спектрофотометра Bruker Alpha.
Метод ЯМР-спектроскопии
Определение значений химических сдвигов образ­
ца субстанции азиторомицина проводили методом 
спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР)1 
1Н и 13C [8]. ЯМР 1Н (рис. 3) и 13C (рис. 4) спектры рас­
твора образца в дейтерированном диметилсульфок­
сиде (ДМСО-66) регистрировали на спектрометре 
Bruker AVANCE III 400MHz UltraShield Plus с рабочими 
частотами для перечисленных ядер 400 МГц и 100 МГц 
соответственно.
Метод масс-спектрометрии
Определение моноизотопной массы образца 
субстанции азитромицина проводили методом
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Рис. 1. Структурная формула азитромицина 
Fig. 1. Azithromycin structural formula
x2H2O
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Рис. 2. Структурная формула азитромицина с номерным отнесением атомов 
Fig. 2. Azithromycin structural formula with numbered assignment of atoms
жидкостной хроматографии тандемной масс-спектро­
метрии (ЖХ-МС/МС)2 [8].
Реактивы: трифторуксусная кислота («for HPLC, 
> 99,0 %», Sigma-Aldrich, кат. № 302031 или аналогич­
ного качества); ацетонитрил («gradient grade for liquid 
chromatography», Merck, кат. № 1.00030 или аналогич­
ного качества).
Раствор А. В мерную колбу вместимостью 1000 мл, 
содержащую небольшое количество воды для хрома­
тографии, помещают 0,50 мл трифторуксусной кисло­
ты и доводят объем раствора водой для хроматогра­
фии до метки, перемешивают. Полученный раствор 
фильтруют через мембранный фильтр с диаметром 
пор не более 0,45 мкм (в случае необходимости) и де­
газируют ультразвуком.
Раствор Б. Ацетонитрил фильтруют через мембран­
ный фильтр с диаметром пор не более 0,45 мкм (в слу­
чае необходимости) и дегазируют ультразвуком.
Растворитель пробы. Смешивают раствор А и рас­
твор Б в объемном соотношении 50 : 50.
Испытуемый раствор. Около 0,005 г (точная наве­
ска) продукта помещают в мерную колбу вместимостью 
50 мл, растворяют в растворителе пробы (допускается 
использовать ультразвуковую баню, не допуская на­
гревания раствора), доводят объем раствора до метки 
растворителем пробы и фильтруют через мембранный 
PTFE с диаметром пор не более 0,45 мкм.
2 РФ, ОФС.1.2.1.1.0008.15 «Масс-спектрометрия»,  
ОФС.1.2.1.2.0005.15 «Высокоэффективная жидкостная 
хроматография»
Анализ проводили при следующих условиях:
Условия хроматографирования
-  жидкостной хроматограф высокого давления;
-  металлическая колонка, заполненная октадецилси- 
лильным сорбентом, 1,8 мкм, размером 2,1 х  150 мм, на­
пример, Zorbax SB-C18 (Agilent, США), кат. № 859700-902;
-  температура колонки: 35 °C;
-  скорость потока подвижной фазы: 0,35 мл/мин;
-  режим элюирования градиентный (табл. 1);
-  объем анализируемой пробы: 5 мкл.
Условия детектирования
-  масс-спектрометрический детектор с обогреваемым 
электроспреем и квадрупольным масс-анализатором;
-  температура капилляра -  350 °С;
-  режим сканирования -  полный ионный ток;
-  диапазон сканирования -  35-500 m/z;
-  частота сканирования -  0,5 с;
-  полярность сканирования -  положительная.
Последовательно хроматографируют растворитель
пробы и испытуемый раствор.
Хроматомасс-спектры регистрировали на жидкос­
тном хроматографе с масс-селективным детектором 
Thermo Scientific TSQ Quantum Access MAX™ (тип ио­
низации HESI), для положительно заряженных ионов.
Результаты и обсуждение
Частоты основных полос поглощения ИК-спектра 
стандартного образца утвержденного типа азитроми- 
цина серии 1 приведены ниже в табл. 2.
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Т а б л и ц а  1 . Режим элюирования образца субстанции азитромицна 
Tab l e  1 . The mode of elution of a sample of the azithromycin substance
Стадия Время, мин. Раствор А, % Раствор Б, % Режим элюирования
1 0 95 5
2 1 95 5 изократический
3 18 5 95 линейный градиент
4 20 5 95 изократический
5 20,1 95 5 линейный градиент
6 25 95 5 изократический, уравновешивание колонки
ИК-спектр (KBr), см-1: 459, 573, 731, 797, 833, 897, 
957, 993, 1051, 1084, 1096, 1107, 1125, 1157, 1169, 1188, 
1271, 1283, 1317, 1344, 1379, 1454, 1470, 1640, 1721, 2783, 
2830, 2878, 2893, 2914, 2936, 2961, 2972, 3493, 3561.
Наличие спиртовых групп в соединении прояв­
ляется в виде нескольких широких полос в области 
3273-3561 см-1, характерных для валентных колебаний 
OH, и ряда полос в области 1084-1188 см-1, соответству­
ющих валентным колебаниям связей CCO. Последние на­
ходятся в той же области, что и полосы валентных коле­
баний связей С-N  третичных аминогрупп (993-1188 см-1), 
COC связей простых эфиров (1084-1125 см-1) и связей 
лактона: CC(=O)O (около 1169 см-1) и CCO (около 1096 см-1). 
Полоса поглощения C=O связи сложноэфирной группы
наблюдается около 1721 см-1. Асимметричные и симме­
тричные валентные колебания С-H связей метильных 
групп дают полосы при 2972 и 2961 см-1 соответствен­
но, а деформационные колебания -  при 1454 (асимме­
тричные) и 1379 см-1 (симметричные). Валентные колеба­
ния С-H связей метиленовых и метиновых групп наблю­
даются в виде группы полос в области 2783-2914 см-1. 
Деформационные колебания этих связей дают ряд полос 
в области 1157-1344 см-1 (веерные, крутильные) и полосу 
при 1470 см-1 (ножничные колебания).
Таким образом, положение основных полос по­
глощения, полученных ИК-спектров для разных се­
рий образцов не противоречит химической структуре 
азитромицина.
Рис. 3 Типичный ИК-спектр образца азитромицина 
Fig. 3. Typical IR-spectrum of azithromycin sample
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Т а б л и ц а  2. Отнесение полос поглощения в ИК-спектре образца вещества 80220
Table 2. Assignment of absorption bands in the IR spectrum of a sam ple of a substance 80220
Максимум поглощения, см-1 Форма колебаний Отнесение
3273-3561 v  O-H -OH
2972 vas С-Н -CH3
2961 vs С-Н -CH3
2783-2914 v  С-Н -CH2-,-C-H<
1721 v  С=О >С=О
1470 5 s ^ ^  (ножничные) -CH2-
1454 5 a s - ^ -CH3
1379 5 s - ^ -CH3
1157-1344 5 a s ^ ^  (веерные, крутильные) -CH2-
993-1188 v  С-С-O, v  С-N , v  С-О-С, v  C-(C=O)-O
-C-C-O H,-C -N<,
-  С -О -С - (простой эфир), 
-  C-(C=O)-O-,
-  С-С-O -  (лактон)
* v -  валентные колебания (vs -  симметричные, vas -  асимметричные);
5 -  деформационные колебания (5s -  симметричные, 5as -асимметричные).
Описание и отнесение сигналов спектра ЯМР 1Н 
приведены ниже в таблице 3. Спектр ЯМР 1Н (400 МГц, 
ДМСО-б6) 5 м. д.: 0,79 (т, J = 7,4 Гц, 3Н); 0,85 (д, 
J = 6,7 Гц, 3Н); 0,90-0,97 (м, 6Н); 1,01 (с, 3Н); 1,03-1,11 (м, 
7Н); 1,11-1,20 (м, 9Н); 1,26 (дд, J = 14,6; 8,0 Гц, 1Н);
1.31- 1,44 (м, 1Н); 1,44-1,63 (м, 3Н); 1,70-1,82 (м, 1Н); 
1,83-1,95 (м, 2Н); 2,03-2,14 (м, 1Н); 2,16-2,29 (м, 10Н);
2.31- 2,44 (м, 2Н); 2,61-2,72 (м, 2Н); 2,91(дд, J = 9,4; 7,4 Гц, 
1Н); 2,98-3,07 (м, 1Н); 3,23 (с, 3Н); 3,44 (д, J = 8,0 Гц, 1Н); 
3,51 (д, J = 7,0 Гц, 1Н); 3,60-3,71 (м, 1Н); 3,91 (д, J = 2,0 Гц, 
1Н); 4,03-4,12 (м, 1Н); 4,13-4,19 (м, 2Н); 4,28 (с, 1Н); 
4,32 (д, J = 7,9 Гц, 1Н); 4,40 (д, J = 7,3 Гц, 1Н); 4,74 (дд, 
J = 10,0; 2,8 Гц, 1Н); 4,84 (д, J =4,7 Гц, 1Н); 7,47 (уш. с, 1Н).
Метильная группа при С24, относящаяся к этильному 
заместителю, наблюдается в виде характерного трипле­
та с константой спин-спинового взаимодействия J =7,4 Гц 
на 0,79 м. д. Самый слабопольный сигнал из метильных 
групп принадлежит протонам, входящим в состав ме- 
токсигруппы -  OCH3 (синглет на 3,23 м. д.). Метильным 
группам также соответствуют синглет на 1,01 м. д. и ду­
блет с константой спин-спинового взаимодействия J =6,7 
Гц на 0,85 м. д. Сигналы остальных десяти метильных 
групп накладываются друг на друга и сигналы других 
протонов и присутствуют в спектре в составе различ­
ных мультиплетов. Протоны гидроксильных групп про­
являются в спектре в виде синглетов на 4,28 и 7,47 м. д.
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и дублетов на 3,91 и 4,32 м. д.. Сигнал протона еще од­
ной гидроксильной группы, по-видимому, является час­
тью одного из составных мультиплетов. В виде двух ду­
блетов (4,40 и 4,84 м. д.) наблюдаются сигналы двух ме- 
тиновых протонов (при С29 и С38). Сигналы этих прото­
нов находятся в более слабопольной области спектра, 
так как все они имеют в качестве заместителя в Р-по- 
ложении атом кислорода. В этой же части спектра наб­
людается дублет дублетов, соответствующий протону 
при атоме углерода, соседствующим со сложноэфир­
ной группой (С9). Более подробное отнесение сигналов 
производилось с использованием литературных данных. 
Общая интегральная интенсивность, положение и муль- 
типлетность сигналов не противоречат строению веще­
ства, а также соответствует литературным данным [17].
Спектр ЯМР 13C (100 МГц, ДМСО-66) 5 м. д.:6,8; 9,1; 
11,0; 14,8; 17,7; 18,5; 20,99; 21,03; 21,5; 22,1; 26,1; 27,4; 
30,0; 34,7; 35,8; 40,4; 41,7; 41,9; 44,8; 48,8; 61,5; 64,8; 67,0; 
68,8; 70,6; 72,6; 72,8; 73,6; 74,9; 76,4; 77,4; 82,7; 94,5; 
102,2; 177,1. Отнесение сигналов в спектре ЯМР 13С при­
ведены в таблице 4.
В спектре ЯМР 13C количество сигналов меньше, 
чем количество магнитно-неэквивалентных атомов 
углерода в молекуле (рис. 1). Это связано с наложе­
нием некоторых сигналов, что видно по их интенсив­
ности (предположительно сигналы на 64,8 и 77,4 м. д.).
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Т а б л и ц а  3.  Описание и отнесение сигналов в спектре ЯМР 1Н образца азитромицина
Tab l e  3.  Description and assignment of signals in the 1H NMR spectrum of an azithromycin sample
Химический сдвиг, м. д. Мультиплетность КССВ J,lu Количество протонов Отнесение
0,79 Т 7,4 3 24
0,85 Д 6,7 3 17
0,90-0,97 М - 6 47, 48
1,01 С - 3 22
1,03-1,11 М - 7 26, 34, 32
1,11-1,20 М - 9 18, 44, 46
1,26 Дд 14,6, 8,0 1 3
1,31-1,44 М - 1 21
1,44-1,63 М - 3 3’, 32’, 43
1,70-1,82 М - 1 21’
1,83-1,95 М - 2 4, 14
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Химический сдвиг, м. д. Мультиплетность КССВ J,ru Количество протонов Отнесение
2,03-2,14 М - 1 5
2,16-2,29 М - 10 36, 37, 50, 43’
2,31-2,44 М - 2 5’, 33
2,61-2,72 М - 2 2, 11
2,91 Дд 9,4, 7,4 1 41
2,98-3,07 М - 1 28
3,23 С - 3 52
3,44 Д 8,0 1 7
3,51 Д 7,0 1 15
3,60-3,71 М - 1 31
3,91 Д 2,0 1 49
4,03-4,12 М - 1 40
4,13-4,19 М - 2 12, 45
4,28 С - 1 27
4,32 Д 7,9 1 23
4,40 Д 7,3 1 29
4,74 Дд 10,0, 2,8 1 9
4,84 Д 4,7 1 38
7,47 уш. С - 1 25
с -  синглет, д -  дублет, т -  триплет, м -  мультиплет, дд .- дублет дублетов, уш.с -  уширенный синглет
Также сигнал на 21,0 представляет собой наложение 
двух сигналов, один из которых относится к метилено­
вой группе (С21), что становится видно благодаря экс­
перименту DEPT135 (рис. 5).
Также с помощью этого спектра становится воз­
можным идентификация и отнесение других метиле­
новых групп (С3, С5, С32, С43) и четвертичных ато­
мов углерода (С8, С10, С13, С42). Самый слабопольный 
из них (177,1 м. д.) относится к углероду карбонильной 
группы (C10). Сигналы на 94,5 и 102,2 м. д. относятся 
к атомам углерода, связанным с двумя атомами кисло­
рода (С28 и С29).
Положение и мультиплетность сигналов на спек­
трах ЯМР 1H и 13C образца азитромицин не противо­
речит химическому строению соединения. Полученные
значения химических сдвигов ЯМР 1H и 13С различных 
серий образцов азитромицина совпадают (расхожде­
ние не превышает 0,01 м. д.).
На масс-спектре образцов всех серий обнару­
жен пик протонированного молекулярного иона 
m/z [C38H72N2O12+H] + = 749,8 (рис. 7), это значение 
соответствует расчетному, [М+Н] + =749,5 [6].
Заключение
В результате проведенного исследования была раз­
работана методика идентификации СО азитромицина 
с использованием трех различных физико-химических 
методов.
Полностью подтверждено строение азитромицина 
по положению основных полос поглощения ИК-спектра.
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Рис. 5. Спектр ЯМР 13С образца азитромицина в ДМСО-dG 
Fig. 5. 13C NMR spectrum of an azithromycin sample in DMSO-d6
Т а б л и ц а  4. Значения величин относительного химического сдвига и отнесение сигналов в спектре 
ЯМР 13С образца азитромицина
Tab l e  4.  The values of the relative chemical sh ift and the assignment of signals in the 13C NMR spectrum
of the azithromycin sam ple
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35,8 50 94,5 38
40,4 36, 37 102,2 29
41,7 14 177,1 10
41,9 3 - -
Рис. 6. Спектр ЯМР 13С DEPT135 образца азитромицина в ДМСО^6 
Fig. 6. NMR spectrum 13C DEPT 135 of an azithromycin sample in DMSO-d6
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Рис. 7. Масс-спектр образца азитромицина (ВЭЖХ-МС, HESI+) 
Fig. 7. Mass spectrum of the azithromycin sample (HPLC-MS, HESI+)
Положение и мультиплетность сигналов на спектрах 
ЯМР 1H и 13C образца азитромицин не противоречат хи­
мическому строению соединения. Доказано, что спек­
троскопия ЯМР на ядрах 13С с развязкой от протонов 
является более удобной и информативной для иденти­
фикации азитромицина. На масс-спектре образца об­
наружен пик протонированного молекулярного иона 
m/z [C38H72N2O12+Н] + = 749,8, который также соответ­
ствует химической структуре Азитромицина.
Полученные в ходе исследований результаты позво­
ляют надежно идентифицировать структуру азитроми- 
цина благодаря сочетанию нескольких различных фи­
зико-химических методов.
Стандартизация состава азитромицина остается 
перспективной темой для исследования, так как раз­
работка стандартного образца помимо идентифика­
ции включает в себя также установление аттестован­
ных значений величин, характеризующих содержание 
определяемых компонентов в веществе и исследование 
однородности и стабильности.
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